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1.背景 
 私たちの身体は多くのタンパク質が存在し、機能することで多様な生命現象を起こしている。
中でも GPCR (G protein-coupled receptor)というタンパク質に着目した。GPCRを模式的に示
すと、以下のようなものである(図1)。 
 
図1.GPCRの模式図 
 膜貫通タンパク質であり、7本のヘリックスが膜を貫いて生体膜に存在する。アミノ酸配列に相
同性がない GPCR同士であっても、この構造は共通して持っている。このような特徴から、7回
膜貫通型受容体などとも呼ばれる。 
 光など感覚の受容体や、アドレナリンなど神経伝達物質の受容体、アミノ酸や核酸などの受容
体といったように、様々な種類の GPCRが存在する。細胞外でリガンドを受容すると、構造が変
化して、細胞内で G-proteinと共役することで、細胞外から細胞内へのシグナル伝達を行う。 
 このような性質から医薬品のターゲットとなることが多く、創薬において特に重要なタンパク
質である。そのリガンドは、作用様式によって大きくアゴニスト(作動薬)とアンタゴニスト(拮抗
薬)の2つに分けられる。アゴニストは、その作用を促進し、アンタゴニストは、作用を阻害す
る。また、作用を促進するものの、本来の活性ほどの活性を見せず、少しだけ作用を促進する、
パーシャルアゴニスト(部分作動薬)や、活性を抑制し、本来と逆の作用を引き起こす、インバース
アゴニスト(逆作動薬)などがあり、リガンドによっても様々な作用を引き起こす。 
 このように様々な医薬品のターゲットとなり、その作用機構も複雑である GPCRの解析はかね
てより望まれていた。しかし膜タンパク質である GPCRは結晶化が難しく、立体構造の解析が遅
れていた。近年、細胞内第3ループを、水溶性で結晶化しやすいリゾチームというタンパク質に置
換するという手法によって GPCRの立体構造が解析され、その後何例か成功されている。この解
析された GPCRを元に、NCBI (National Center for Biotechnology information) の nr 
(Nonredundant) をデータベースとして用いてホモロジーモデリングを行い、立体構造未知の
GPCRのモデルのデータベース化を行った。 
 
 
 
2.方法 
 PDB(protein data bank) にて、”lysozyme”、”chimera”の 2 つのキーワードで検索を行い、
GPCR-T4リゾチーム キメラの GPCRの取得を行った。結果、18個の GPCRの立体構造情報が得
られた。 
 この18の GPCRを blastclustと、結合しているリガンドタイプ、そして分解能の3つの視点か
ら、同一配列の重複をなくした。リガンドタイプは、作動薬、拮抗剤、部分逆作動薬、 擬似拮抗
剤の4タイプであった。重複をなくした結果、15の GPCRをモデリングに使用することとした。
モデリングに用いた GPCRの IDと、そのリガンドタイプを以下に示す(表1)。なお、“_A”とは、
この pdbファイルの Aチェーンであることを意味する。また、blastclustの結果、3EML_Aと
3QAK_Aは、同一配列であり、リガンドタイプが異なるものであった。よって、3EML_Aのみア
ライメントを行い、そのアライメントを用いて3EML_A、3QAK_A両モデリングを行った。 
 
表1.テンプレートとした GPCR 
ID type 
3ODU_A ●antagonist 
3OE0_A ●antagonist 
3V2Y_A ●antagonist mimic 
3EML_A ●antagonist 
3QAK_A ●agonist 
3PBL_A ●antagonist 
4GRV_A ●agonist 
3OE6_A ●antagonist 
3P0G_A ●agonist 
2RH1_A ●partial inverse agonist 
3D4S_A ●partial inverse agonist 
3VW7_A ●antagonist 
4DKL_A ●antagonist 
4EJ4_A ●antagonist 
3RZE_A ●antagonist 
 
 アライメント用のファイルとして、pdbファイル中の ATOM行を参照し、FASTA形式のファ
イルを作成した。このとき、元の pdbファイルの ATOM行をそのまま FASTAファイルにしたも
のをリゾチーム有とした。ATOM行中には、原子番号が記載されているが、リゾチームのみ1000
以上の数となっていたため、これを除いて FASTAファイルとしたものをリゾチーム無とした。こ
れらファイルを用いて、NCBIの nrに対してアライメントを行った。アライメントツールとして
BLASTのプログラムの1つである PSI-BLASTを 使用した。PSI-BLASTは、プロファイルを作
りアライメントを繰り返すことで、保存性があり、広く多くの配列を探し出すことができるとさ
れている。今回は4ラウンドとした。 
 アライメント結果から、さらに実際にモデリングを行う配列の選定を行った。GPCRの特徴で
ある7回膜貫通領域がアライメントに含まれていること、データベース形式が pdbでないこと、そ
してラウンドを重ねたことによる重複がないことを基準とした。以上の操作により、重複を無く
した、GPCRのモデリングを行えたと考える。 
 こうして選ばれた1028205配列のモデリングを行った。モデリングソフトとしては、ホモロジ
ーモデリングソフトである FAMSを使用した。モデリングとは、タンパク質のアミノ酸配列(一次
構造)から、立体構造(三次構造)を予測することである。ホモロジーモデリングとは、相同性のあ
るアミノ酸配列を参照して、立体構造を予測する手法である。この手法では、短時間で、精度の
良いモデルを得ることができる。 
 また、完成したモデルのデータベース化を行った。 
 
 
 
3.結果 
 アライメントの結果、以下のグラフのようなアライメント数を得た。リゾチーム有/無、2枚の
グラフになっており、モデルを構築するかの大きな判断基準となった7回膜貫通領域を含む(青)か
含まない(赤)かで色分けがしてある(図2,3)。 
図2.リゾチーム有のアライメント数 
 
図3.リゾチーム無のアライメント数 
 
 全体的なアライメント数はリゾチーム有の方がやや多いが、7回膜貫通領域を含むアライメント
数はリゾチーム無が有と比べて十数倍以上となっていて、その差は歴然となった。その為、リゾ
チームを除く操作を行った意味があったと言える。 
 このあと、重複をなくしたアライメントで行ったモデリングでも、7回膜貫通領域を含むアライ
メントの数に大きな差があることもあり、全体的に見るとリゾチーム無の方が E-valueの良いモ
デルも当然多くできた。E-valueとは、そのデータベースにて検索を行った場合、偶然そのアライ
メントが得られる確率で、小さいほど偶然では見つからない、良いアライメントである。そのた
め、モデリングを行うときに重要視する指標である。しかし3PBLと3RZEに限っては E-valueが
10-100以下の、非常に信頼できるモデルの数が他と比べて逆転してリゾチーム有の方が多かった。 
 また、次に示すのは、モデルの1例である。ID=ref|NP_776923.1のアミノ酸配列は、ウシの
α2-アドレナリン受容体タンパク質のものである。このタンパク質は1983年の論文に掲載されてい
るにも関わらず、現在も PDBへの登録がない、立体構造が未知の GPCRである。今回ホモロジ
ーモデリングを行うことによってその立体構造モデルを得ることができた。下に示す図は、テン
プレートとした2RH1_Aのリゾチーム無(水色)とモデル(黄緑)である(図4)。 
 また、リガンド周辺も示す(図5)。テンプレートである2RH1_Aのリガンド周辺を拡大し、リガ
ンドが黄色く表示している。 
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 図4.ref|NP_776923.1|と2RH1の重ね合わせ    図5.リガンド結合部位の近傍      
 
 この様に他多数の立体構造未知の GPCRモデルが得られたと考えられる。このようなリガンド
を参考にインシリコスクリーニングを行うことによって、創薬の可能性を広げることができると
考える。 
 
4.まとめ 
 今回、PDBに立体構造が登録されている GPCR-T4 リゾチーム キメラのモデリングを行った。 
 本研究において構築されたモデルを利用することで創薬の可能性が広げることができると考え
る。 
 また、通常、データベースの情報をそのまま用いて行われることが一般的であるホモロジーモ
デリングにおいて、今回 GPCR-T4 リゾチーム キメラのホモロジーモデリングを行うに当たっ
て、アライメントの不確実性のため、リゾチームを除く操作を行った本研究での手法は有効であ
ると考える。 
 今後、今回の結果に対して分析・検討を加えていくことで、GPCRについての情報を整理し明
確にできれば、価値のある情報となると考える。例えば、精度が良いと思われるモデルを用いて
アミノ酸配列の相同性やリガンドタイプなどによって GPCR同士を比較することで、特徴を明確
にすることができると考える。 
さらに増加していくと予想できる GPCRの立体構造情報や NCBIの nrに対応していくことは
上のような分析や検討を行う上でも有益であり、必要であると考える。 
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